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RESUMO
Micoplasmas hemotrópicos, ou hemoplasmas, são bactérias que se associam a 
hemácias de várias espécies de mamíferos, incluindo seres humanos. Estes 
microrganismos podem causar anemia hemolítica, mas infecções subclínicas são 
frequentemente relatadas e pouco se sabe a respeito das consequências e evolução 
de infecções crônicas por esses agentes. O presente estudo teve por objetivo 
verificar a ocorrência de micoplasmas hemotrópicos em mamíferos da área de 
preservação da Usina Hidrelétrica de Itaipu e realizar a identificação molecular da 
bactéria. Amostras de primatas não humanos e de quatis foram analisadas por 
técnicas de microscopia e métodos moleculares e foi avaliada se a infecção por 
hemoplasma estava associada a alterações clínicas e/ou laboratoriais, origem e 
sexo do animal. As amostras também foram testadas para outros microrganismos 
para verificar possíveis coinfecções, incluindo Anaplasma spp., Babesia spp., 
Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus 
Mycoplasma turicensis’, Hepatozoon spp., Leishmania spp., Neorickettsia risticii, 
Rickettsia rickettsii e Bartonella spp. Um total de 42 amostras foram analisadas, 14 
de bugio-preto ( Alouatcaraya), 24 de macaco-prego ( 2 de sagui
(■Callithrixjacchus) e 2 de quati ( Nasuanasua). Dentre os primatas não humanos, 
10/40 (25,0%) tiveram resultado positivo para hemoplasma. Animais nascidos em 
vida livre e bugios-pretos machos foram mais suscetíveis a apresentarem infecção. 
Apesar de alguns macacos apresentarem anemia, não houve associação 
significativa desta com a infecção por hemoplasma. As médias dos valores de 
proteína plasmática total e volume corpuscular médio estavam significativamente 
elevados em bugios-pretos positivos para hemoplasma. As sequências de 
Mycoplasma sp. encontradas nos bugios apresentaram maior identidade com a 
espécie ‘Ca. M. kahanei’, porém na análise filogenética ficaram posicionadas em 
ciados separados, dentro do grupo classificado como haemosuis. Também foi 
detectada, pela primeira vez, a ocorrência de hemoplasmas em quatis, evidenciados 
por microscopia de luz, sistema confocal e microscopia eletrônica de varredura. Os 
animais não apresentaram sinais clínicos, apesar de um deles estar infectado com 
Mycoplasma haemofelis, espécie considerada patogênica para gatos e já 
encontrada em ser humano. Em um dos quatis foi detectado Mycoplasma sp. 
semelhante a hemoplasmas encontrados em capivaras, mas na análise filogenética 
essas sequências foram colocadas em diferentes ciados, dentro do grupo 
haemofelis. Nenhum animal apresentou resultado positivo para os outros 
microrganismos testados. Três espécies de hemoplasmas foram detectadas nos 
mamíferos da área de preservação da Itaipu. Os impactos relacionados à 
cronicidade da infecção devem ser investigados em refúgios biológicos, reservas 
ecológicas e criadouros de animais silvestres, especialmente para aquelas espécies 
consideradas vulneráveis ou em risco de extinção. Além disso, deve-se considerar o 
potencial risco de transmissão para seres humanos, animais domésticos e outros 
animais silvestres.
Palavras-chave: Micoplasma hemotrópico. Hemoplasma. Animais silvestres.
Doenças transmitidas por vetores.
Hemotropic mycoplasmas, or hemoplasmas, are erythrocyte-associated bacteria 
hosted by several mammalian species, including human beings. These agents can 
cause hemolytic anemia, but subclinical infections are frequently reported and little is 
known about consequences and evolution of chronic cases. The aim of the present 
study was to verify the occurrence of hemotropic mycoplasmas in mammals from the 
preservation area of the Itaipu Hydroelectric Power Plant and to perform the 
molecular identification of the bacteria. Nonhuman primates and coatis samples were 
analyzed by microscopy and molecular methods and the association between 
hemoplasma infection and clinical and/or laboratory abnormalities, origin or sex of 
the animal was evaluated. In order to investigate the presence of coinfections, 
samples were tested to other microorganisms, including Anaplasma spp., Babesia 
spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, 
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, Hepatozoon spp., Leishmania spp., 
Neorickettsia risticii, Rickettsia rickettsii and Bartonella spp. A total of 42 samples 
were analyzed, including 14 from black howler monkeys ( caraya), 24 from
black-horned capuchins ( Sapajusnigritus), 2 from marmoset monkeys ( 
jacchus) and 2 from coatis ( Nasuanasua). Among nonhuman primates, 10/40 
(25.0%) tested positive for hemoplasma. Wild-born animals were more likely to test 
positive, as well as male black howler monkeys. Although some monkeys had 
anemia, no significant association was found between hemoplasma infection and 
anemia. The mean total plasma protein and mean corpuscular volume were 
significantly higher in black howler monkeys testing positive for hemoplasmas. The 
Mycoplasma sp. sequences found in the black howler monkeys were most closely 
related to ‘Ca. M. kahanei’, but in the phylogenetic analysis, they were positioned in 
separate clades, within the group classified as haemosuis. It was also detected, for 
the first time, the occurrence of hemoplasmas in coatis, evidenced by light 
microscopy, confocal and scanning electron microscopy. Both animals showed no 
clinical signs, although one of them was infected with Mycoplasma haemofelis, 
species considered pathogenic to cats and already found in human. A Mycoplasma 
sp. detected in one of the coatis appeared to be similar to hemoplasmas found in 
capybaras, but in the phylogenetic analysis they were positioned in different clades, 
within the haemofelis group. Samples tested negative for all the remaining 
microorganisms analyzed. Three hemoplasma species were detected in the 
mammals of the preservation area of Itaipu. Impacts related to the chronicity of 
hemoplasma infection should be investigated in wildlife sanctuaries, ecological 
reserves and breeding colonies of wild animals, especially for vulnerable species. In 
addition, the potential risk of transmission to human beings, domestic animals and 
other wild animals should be considered.
Keywords: Hemotropic mycoplasma. Hemoplasma. Wild animal. Vector-borne 
disease.
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1 INTRODUÇÃO
Micoplasmas hemotrópicos são bactérias que se associam a eritrócitos de 
várias espécies de mamíferos (MESSICK, 2004), incluindo seres humanos (DOS 
SANTOS et al., 2008; YUAN et al., 2009; SYKES et al., 2010; STEER et al., 2011; 
MAGGI et al., 2013a, 2013b). Estes agentes podem causar anemia hemolítica, 
inapetência, perda de peso, desidratação, letargia e até mesmo a morte de alguns 
animais (WILLI et al., 2007a). Também podem permanecer latentes por longos 
períodos, mesmo após o tratamento com antimicrobianos (ISHAK et al., 2008; 
TASKER, 2010; NOVACCO et al., 2011). São microrganismos incultiváveis, muito 
pequenos, desprovidos de parede celular e limitados apenas por membrana 
plasmática. Medem de 0,3 a 0,8 gm de diâmetro e seu genoma é um dos menores 
dentre os procariotos (HOLT et al., 1994).
Quanto a sua classificação, estas bactérias, também denominadas 
genericamente como hemoplasmas, pertenciam aos gêneros Haemobartonella e 
Eperythrozoon, família Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales. Porém, análises do 
gene 16S rRNA mostraram maior proximidade filogenética ao gênero Mycoplasma, 
família Mycoplasmataceae, ordem Mycoplasmatales, classe Mollicutes (NEIMARK; 
KOCAN, 1997; RIKIHISA et al., 1997; NEIMARK et al., 2001; NEIMARK; HOFF; 
GANTER, 2004), sendo assim reclassificadas.
Muitas espécies de hemoplasma utilizam a designação provisória 
Candidatus (NEIMARK et al., 2002b), recomendada para procariotos incultiváveis 
que ainda não possuem completa descrição, que inclui suas características 
estruturais, metabólicas e reprodutivas, comprovação do seu habitat, além de sua 
informação genômica (MURRAY; STACKEBRANDT, 1995).
No que se refere ao ciclo epidemiológico dos hemoplasmas, este ainda não 
está definido. Alguns trabalhos sugerem que a transmissão dessas bactérias possa 
ocorrer através de vetores hematófagos (WILLI et al., 2007a), tais como piolhos 
( Polyplax spinulosa), pulgas ( Ctenocephalidesfelis e Xenosylla cheopis) e 
carrapatos ( Ixodesricinus, Ixodes ovatus e Fthipicephalus sp.) (MESSICK, 2004;
WILLI et al., 2007a; HOELZLE, 2008; SYKES, 2010; TASKER, 2010). Algumas 
espécies de mosquito também podem estar envolvidas na transmissão (SYKES et 
al., 2007), como o Aedes aegypti (REAGAN et al., 2016). Porém, apesar do DNA de 
hemoplasma ter sido isolado de alguns mosquitos, o seu ciclo através desse vetor
não foi comprovado (REAGAN et al., 2016). Alguns fatos corroboram com a hipótese 
da transmissão via artrópodes, como a maior prevalência de infecções por 
hemoplasma em localidades onde a infestação por artrópodes é maior (SYKES et 
al., 2007), ou onde as temperaturas médias anuais são mais elevadas e com maior 
número de espécies de artrópodes hematófagos (WILLI et al., 2007a). Outras vias 
de transmissão sugeridas são a transmissão direta, mediante contato agressivo 
entre animais (WILLI et al., 2007a), e a transmissão parenteral e oral através de 
sangue contaminado (WILLI et al., 2007a; HOELZLE, 2008; TASKER, 2010; 
BARKER; TASKER, 2013). Há ainda relatos que descrevem casos de contágio 
através de transfusão sanguínea (WILLI et al., 2006b, 2007a) e transmissão vertical, 
durante a gestação, parto ou por meio da lactação (WILLI et al., 2007a; HOELZLE, 
2008; HU et al., 2009; TASKER, 2010).
Apesar da doença clínica raramente ser reportada, a utilização de métodos 
de detecção mais sensíveis tem demonstrado que a infecção por micoplasmas 
hemotrópicos é muito comum (HULME-MOIR et al., 2010). No Brasil, algumas 
espécies de hemoplasmas já foram detectadas em animais domésticos e de 
produção, além de animais silvestres (BIONDO et al., 2009). Alguns relatos também 
sugerem a possibilidade da hemoplasmose ser uma infecção zoonótica (HU et al., 
2009; TASKER et al., 2010), podendo ser assintomática ou provocar alterações 
como febre aguda e anemia em seres humanos (HU et al., 2009; CONGBIN et al., 
2010; STEERet al., 2011).
A hemoplasmose é bem descrita em animais domésticos, como gatos, 
contudo pouco se sabe sobre a doença em animais silvestres (WILLI et al., 2007b). 
O estudo da fisiologia e da patologia de animais silvestres é restrito devido a fatores 
como, habitat de difícil acesso, baixa densidade populacional, hábitos de viverem 
mais ocultos e ainda devido ao comportamento “tímido” de várias espécies (DE 
THOISY et al., 2000). Contudo, infecções por hemoparasitas podem representar um 
risco para a sobrevivência de alguns animais e o conhecimento a respeito desses 
agentes, sua identificação e epidemiologia, podem auxiliar no direcionamento de 
estratégias de conservação de animais em risco (ANDRÉ et al., 2010). Esta é uma 
das atividades desenvolvidas no Refúgio Biológico Bela Vista (RBV), área de 
proteção ambiental da Usina Hidrelétrica de Itaipu, em Foz do Iguaçu, Paraná, 
Brasil, onde também está localizado o Zoológico Roberto Ribas Lange e o Hospital 
Veterinário. No RBV, 420 animais de 70 espécies, algumas delas ameaçadas de
extinção, fazem parte de projetos de manejo e conservação (ITAIPU BINACIONAL, 
2016). Além disso, também são realizados atendimentos a animais silvestres 
encontrados feridos na região de abrangência da usina, que ao serem reabilitados 
retornam ao seu ambiente natural (ITAIPU BINACIONAL, 2011a, 2011b, 2011c).
A identificação de hemoplasmas em algumas espécies de animais silvestres 
da área do RBV, como gato-maracajá ( wiedii) (GUIMARÃES, 2008),
capivaras ( Hydrochaerishydrochaeris) (VIEIRA et al., 2009), cervídeos (
dichotomus, Mazama nana e Mazama americana) (GRAZZIOTIN et al., 2011) e 
bugio-preto ( Alouattacaraya) (SANTOS et al., 2013), associada à necessidade de 
maiores estudos sobre a epcisco2314idemiologia e caracterização desses agentes, 
motivou a pesquisa de hemoplasmas em outros mamíferos atendidos pela Itaipu.
Anualmente, amostras de sangue dos mamíferos mantidos pela Itaipu são 
coletadas para análises laboratoriais de controle da sanidade animal. Neste estudo, 
foram utilizadas amostras de primatas não humanos atendidos no Hospital 
Veterinário do RBV para verificar a prevalência de hemoplasmas e possíveis 
alterações clínicas e laboratoriais associadas à infecção. Além disso, outros 
microrganismos transmitidos por vetores também foram testados para avaliar a 
ocorrência de coinfecções. Adicionalmente, foi realizada a pesquisa de 
hemoplasmas por técnicas moleculares e de microscopia em quatis, espécie que 
circula livremente nas áreas no RBV.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral
Verificar a ocorrência de micoplasmas hemotrópicos em mamíferos da área 
de preservação da Usina Hidrelétrica de Itaipu e realizar a identificação molecular da 
bactéria.
1.1.2 Objetivos Específicos
a) Verificar a presença de micoplasmas hemotrópicos em mamíferos 
mediante técnicas de microscopia e ensaios moleculares;
b) Verificar a ocorrência de infecções concomitantes causadas por outros 
patógenos causadores de anemia infecciosa ou transmitidas por vetores;
c) Avaliar se há alterações clínicas e/ou laboratoriais associadas com a 
infecção por hemoplasma;
d) Verificar se há relação entre infecção por hemoplasma e origem, local de 
nascimento e/ou sexo do animal;
e) Verificar a relação filogenética entre as espécies de Mycoplasma 
detectadas, comparando-as com as espécies previamente identificadas 
mediante análise de sequências do gene 16S rRNA.
2 MATERIAL E MÉTODOS
2.1 AMOSTRAS
As amostras e os dados clínicos utilizados no presente trabalho foram 
provenientes de exames de controle da manutenção da sanidade animal, realizados 
por recomendação do IBAMA nos animais do Criadouro de Animais Silvestres 
(registro no IBAMA nQ 1286483) e Zoológico Roberto Ribas Lange (registro no 
IBAMA nQ 598835), localizados no Refúgio Biológico Bela Vista da Usina Hidrelétrica 
de Itaipu em Foz do Iguaçu, Paraná, Brasil (25° 26' 57" S 54° 33' 18" W). O projeto 
foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais do Setor de Ciências 
Agrárias da Universidade Federal do Paraná (protocolo nQ 047/2014) (ANEXO 1). 
Após a realização dos exames laboratoriais de rotina, os resíduos de sangue foram 
utilizados para as análises microscópicas e moleculares, conforme descrito a seguir.
Um total de 42 amostras foram analisadas, 14 de bugio-preto ( 
carayá), 24 de macaco-prego ( S a p a j u s n i g r  2 de sagui ( jacchus) e 2 
de quati ( Nasua nasua). Quanto a origem dos animais, 4 bugios-pretos eram de vida 
livre e 10 de cativeiro (4 nascidos em cativeiro e 6 em vida livre), 5 macacos-prego 
eram de vida livre e 19 de cativeiro (18 nascidos em cativeiro e 1 em vida livre) e os 
saguis e quatis eram nascidos e criados em cativeiro.
As amostras de sangue dos primatas não humanos (PNH) foram coletadas 
utilizando-se tubos estéreis contendo EDTA. As amostras de quatis foram coletadas 
utilizando-se tubos com EDTA e tubos com heparina sódica. Lâminas de extensão 
sanguínea foram realizadas imediatamente após a coleta de sangue. Posteriormente 
à realização dos exames laboratoriais de rotina, os resíduos de sangue foram 
armazenados à temperatura de -80QC, para subsequente análise molecular.
2.2 ANÁLISES HEMATOLÓGICAS
O número de hemácias por milímetro cúbico de sangue (Hem), hematócrito 
(Ht), concentração de hemoglobina (Hb), número de leucócitos por milímetro cúbico 
de sangue (Leu) e concentração de proteína plasmática total (PPT), foram 
verificados utilizando-se métodos tradicionais (ALMOSNY; DOS SANTOS, 2001). Os 
índices hematimétricos, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram 
calculados a partir dos valores de Hem, Ht e Hb (ALMOSNY; DOS SANTOS, 2001). 
Os animais foram classificados como anêmicos caso os valores de Hem, Ht ou Hb 
estivessem abaixo do intervalo de referência estabelecido para cada espécie 
(FLAIBAN et al., 2008; SANTOS, 2011).
2.3 ANÁLISE MICROSCÓPICA
2.3.1 Microscopia de luz
As extensões sanguíneas foram coradas com corante de May-Grünwald- 
Giemsa e examinadas utilizando-se microscopia de luz (BX51, Olympus, Tokyo, 
Japan), com uma ampliação de 1000X. As amostras dos quatis também foram 
analisadas em um sistema de imagem confocal (A1RSÍMP, Nikon, Tóquio, Japão), 
utilizando-se objetiva CFI Plan Apo Lambda 100X/1.45 Oil .13mm WD, laser 476 nm 
para excitação e filtro de intervalo de 482/35 nm (azul) ou laser de excitação 488 nm 
e filtro de intervalo de 525/50 nm (verde). Para imagens de contraste de interferência 
diferencial (DIC), as células foram excitadas utilizando-se laser 488 nm e filtro de 
intervalo de 525/50 nm para emissão. As imagens confocal e DIC foram obtidas 
utilizando-se sistemas sequenciais de cada canal (azul, verde ou DIC). Para a 
visualização das imagens, utilizou-se um software de imagem comercial (Nis 
Elements 4.20, Nikon, Tokyo, Japão). As imagens finais foram editadas através do 
software GIMP v.2.8.16 (disponível em http://www.gimp.org/).
2.3.2 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)
Uma alíquota de 500 pL de sangue dos quatis, coletada com heparina 
sódica, foi lavada três vezes com solução tampão de fosfato (PBS), mediante 
centrifugação a 600 g, durante 5 minutos. O sedimento resultante foi lavado com 
solução tampão de cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,4 e fixado à temperatura 
ambiente por 1 hora com o fixador de Karnovski modificado (KARNOVSKY, 1965) 
(glutaraldeído 2%, paraformaldeído 4% e CaCI2 1 mM em solução tampão de 
cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,4). Após lavar duas vezes com solução tampão de 
cacodilato 0,1 M, pH 7,4, as células foram pós-fixadas e contrastadas com tetróxido
de ósmio (0 s0 4 1% em solução tampão de cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,4) à 
temperatura ambiente, por 1 hora no escuro e depois lavadas três vezes com a 
mesma solução tampão. As células ressuspensas foram espalhadas em lamínulas, 
desidratadas em concentrações crescentes de etanol, secas pelo método de ponto 
crítico de C 02 (CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein), metalizadas com ouro 
(SCD 030, Balzers Union, Balzers, Liechtenstein) e examinadas em microscópio 
eletrônico de varredura (TESCAN VEGA3 LMU, Tescan Orsay Holding, Bmo, 
República Tcheca) no Centro de Microscopia Eletrônica da Universidade Federal do 
Paraná (CME-UFPR, Curitiba, PR).
2.4 ANÁLISE MOLECULAR
2.4.1 Extração do DNA
O DNA de 100 pL das amostras de sangue com EDTA, mantidas a -80SC, foi 
extraído utilizando-se o kit comercial Quick-gDNA™ MiniPrep (Zymo Research 
Corp., Orange, CA, USA), segundo as instruções do fabricante. Como controle 
negativo, foi utilizada água ultra-pura (Applied Biosystems, Austin, TX, USA).
2.4.2 Detecção de hemoparasitas por PCRq
As amostras foram submetidas a uma triagem para múltiplos patógenos 
mediante um painel de PCR quantitativo em tempo real (PCRq) para detecção de 
infecções e coinfecções por agentes causadores de anemia infecciosa ou doenças 
transmitidas por vetores, segundo protocolo comercial específico. O painel utilizado 
possibilitava a detecção de DNA dos seguintes microrganismos: Anaplasma spp., 
Babesia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, 
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, Hepatozoon spp., Leishmania spp., 
Neorickettsia risticii, Rickettsia rickets Bartonella spp. (IDEXX Laboratories Inc., 
Sacramento, CA, USA). O gene 18S rRNA do hospedeiro foi utilizado para avaliar a 
quantidade e a qualidade do DNA, além dos controles positivo (DNA sintético, 
Ultramer, IDT Technologies, Coralville, lowa, USA) e negativo (RNAse-free water, 
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
2.4.3 Detecção de hemoplasmas por PCRc
As amostras foram avaliadas por técnica de PCR convencional (PCRc) 
utilizando-se iniciadores de amplo espectro para detecção de hemoplasmas. Os 
iniciadores, complementares às sequências do gene 16S rRNA, foram: senso 5'- 
ACG AAA GTC TGA TGG AGC AAT A-3' e antisenso 5'-ACG CCC AAT AAA TCC 
G(A/G)AT AAT-3', que amplificam um fragmento de 159 bp (JENSEN et al., 2001). 
Conforme protocolo de amplificação (SYKES et al., 2010), cada 50 pL da reação 
continha: 1X tampão de reação, 1,5 mM MgCI2, 200 pM de cada deoxinucleosídeo 
trifosfato (dNTP), 1 pM de cada iniciador, 2,5 U de AmpliTaq Gold polimerase 
(Applied Biosystems, Austin, TX) e 5 pL do DNA molde. O protocolo de 
termociclagem (Dyad Peltier thermocycler, MJ Research Inc., Waltham, MA, USA) 
consistiu de 5 minutos de desnaturação a 95QC, seguidos por 45 ciclos de 
amplificação (1 minuto de desnaturação a 95QC, 1 minuto de anelamento a 60QC e 
30 segundos de extensão a 72SC) e 5 minutos de extensão final a 72QC. Como 
controle positivo, utilizou-se DNA genômico extraído de amostra de sangue de um 
gato contendo 'Candidatus Mycoplasma haemominutum' e como controle negativo, 
água ultrapura (Applied Biosystems, Austin, TX, USA). Os produtos da PCR foram 
posteriormente submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2,5%, corados com 
GelStar (Lonza, Rockland, ME, USA) e visualizados em transiluminador UV.
2.4.4 Sequenciamento
No sequenciamento das amostras positivas para hemoplasma, um 
fragmento do gene 16S rRNA de aproximadamente 1000 bp foi amplificado 
utilizando os iniciadores 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R (5'- 
GGTTACCTTGTTACGACTT-3') (PITULLE et al., 1999). Cada reação (50 pL) 
continha 1X tampão de reação, 1,25 U AmpliTaq Gold polimerase (Applied 
Biosystems, Austin, TX, USA), 1,5 mM MgCI2, 0,4 pM de cada iniciador, 200 pM de 
cada dNTP e 10 pL do DNA molde. O protocolo de termociclagem (Dyad Peltier 
thermocycler, MJ Research Inc., Waltham, MA, USA) consistiu de 10 minutos de 
desnaturação a 95QC, seguidos por 35 ciclos de amplificação (1 minuto de 
desnaturação a 95 QC, 1 minuto de anelamento a 48SC e 2 minutos de extensão a 
72QC) e 5 minutos de extensão final a 72QC (SYKES et al., 2005). Os controles
positivo e negativo foram os mesmos utilizados na primeira reação de PCRc. As 
amostras foram analisadas em gel de agarose a 2,5%, contendo corante GelStar 
(Lonza, Rockland, ME, USA) e visualizadas em transiluminador UV.
Os produtos de PCR foram então purificados a partir do gel de agarose 
(GenElute TM Gel Extraction Kit; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) e 
sequenciados através do método de Sanger (ABI Prism 3730 Genetic Analyzer, 
Applied Biosystems, Foster City, Califórnia, USA) (College of Biological Sciences 
UCDNA Davis Sequencing Facility, University of Califórnia, Davis, CA, USA), 
utilizando os mesmos inicializadores usados na reação de amplificação.
Os cromatogramas foram examinados, editados quando necessário, e as 
sequências consenso foram geradas utilizando-se o programa MEGA 6.06 
(TAMURA et al., 2013). Os dados foram investigados quanto à presença de 
sequências quiméricas, utilizando-se o programa USEARCH 8.1.1756 (EDGAR, 
2010). O percentual de identidade com outras sequências depositadas no GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) foi obtido utilizando-se o BLASTN (ZHANG et al., 
2000).
2.4.5 Análise filogenética
Para as análises filogenéticas, as sequências amplificadas, juntamente com 
sequências de hemoplasmas selecionadas do GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), foram submetidas a alinhamento múltiplo de 
sequências, utilizando-se o MAFFT 7.306b (KATOH; STANDLEY, 2013). Quando 
necessário, o alinhamento foi editado manualmente através do programa MEGA 
6.06. As árvores filogenéticas foram construídas por Inferência Bayesiana (BI), no 
MrBayes 3.2.6 (RONQUIST et al., 2012), e pelo Método de Máxima Verossimilhança 
(ML), no GARLI 2.1 (BAZINET; ZWICKL; CUMMINGS, 2014). O melhor modelo de 
substituição de nucleotídeos foi determinado no jModeltest 2.1 (DARRIBA et al., 
2012). Para BI, a análise de MCMCMC (Metropolis Coupled Markov Chain Monte 
Cario) foi aplicada para estimar a probabilidade posterior de distribuição das 
sequências. Em cada análise, duas corridas independentes foram realizadas e a 
amostragem foi feita a cada 100â geração, com temperatura ajustada para 0,5. As 
corridas foram concluídas quando o desvio padrão das freqüências de bifurcação foi 
<0,01. As análises de ML foram executadas incluindo 1.000 réplicas de bootstrap. As
árvores consenso resultantes foram visualizadas com o programa FigTree 1.4.2 
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e editadas com o Inkscape 0.91 
(www.inkscape.org).
2.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS
Para a análise dos dados dos PNH, o software BioEstat 5.0 (AYRES et al., 
2007) e um software estatístico online (http://vassarstats.net/) foram utilizados para 
avaliar as associações entre infecção por hemoplasma e espécie de hospedeiro, 
origem do animal (vida livre ou de cativeiro), local de nascimento dos animais em 
cativeiro (proveniente de vida livre ou nascido em cativeiro), sexo, anemia, valores 
de Hem, Ht, Hb, PPT e índices hematimétricos. Para a análise das variáveis 
nominais foi utilizado o teste exato de Fisher. O teste t foi usado para comparar os 
dados quantitativos (Hem, Ht, Hb e PPT) entre animais infectados com hemoplasma 
e não infectados. Além disso, os resultados do hemograma e de PPT foram 
analisados como variáveis nominais pelo teste exato de Fisher, após serem 
categorizados como diminuídos ou aumentados, de acordo com o intervalo de 
referência estabelecido para cada espécie. O nível de significância estatística foi 
estabelecido em 0,05.
3 RESULTADOS
3.1 PRIMATAS NÃO HUMANOS
Estruturas compatíveis com hemoplasmas foram detectadas por microscopia 
de luz em oito de quarenta extensões sanguíneas (8/40) (20,0%, IC 95% = 10,5- 
34,8), sendo elas 7 de bugios-pretos e 1 de macaco-prego. As estruturas eram 
basófilas (coradas em roxo), contrastando com os eritrócitos acidófilos (corados em 
rosa), em sua maioria esféricas e individualizadas, medindo 0,6-0,7 pm de diâmetro. 
Estruturas em forma de bastonete e em cadeias também foram observadas.
Por PCRc, dez de quarenta primatas não humanos (10/40) (25,0%, IC 95% 
= 14,2-40,2) tiveram resultados positivos para Mycoplasma sp., dentre estas as oito 
amostras que apresentaram estruturas compatíveis na extensão sanguínea. Das 10 
amostras positivas, 9 foram de bugios-pretos (9/14, 64,3%, IC 95% = 38,8-83,7) (4 
de vida livre e 5 em cativeiro; sendo 4 dos 5 indivíduos em cativeiro procedentes de 
vida livre) e 1 de macaco-prego (1/24, 4,2%, IC 95% = 0,7-20,2) (animal em 
cativeiro, nascido em cativeiro). Não foram detectados hemoplasmas nos saguis.
Os bugios-pretos foram 45 vezes mais propensos a serem positivos para 
hemoplasma do que as outras espécies de PNH avaliadas (OR = 45,0, IC 95% = 
4,6-439,3, p = 0,00006). Animais provenientes de vida livre foram mais propensos a 
apresentar resultado positivo do que os animais nascidos em cativeiro (OR = 14,7, 
IC 95% = 1,8-117,7, p = 0,01). Em relação ao local de nascimento dos PNH em 
cativeiro, 4/7 (57,1%) animais nascidos em vida livre e 2/24 (8,3%) animais nascidos 
em cativeiro apresentaram resultados positivos para hemoplasma.
Nenhuma associação estatisticamente significativa foi encontrada entre 
infecção por hemoplasma e anemia (p = 0,22) ou entre infecção e o sexo do PNH (p 
= 0,26), mas considerando apenas os bugios-pretos, os machos apresentaram maior 
predisposição a serem positivos do que as fêmeas (p = 0,02).















Vida livre Cativeiro Vida livre Cativeiro Macho Fêmea Anêmico Não anêmico
Alouatta Positivo (9) 4 /4 (100) 5/10 (50) 4/6 (66,7) 1/4 (25,0) 7/7(100) 2/7 (28,6) 4/6 (66,7) 5/8 (62,5)
caraya (14) Negativo (5) 0/4 5/10 (50) 2/6 (33,3) 3/4 (75,0) 0/7 5/7 (71,4) 2/6 (33,3) 3/8 (37,5)
Sapajus Positivo (1) 0/5 1/19 (5,3) 0/1 1/18(5,6) 1/16 (6,3) 0/8 1/5 (20,0) 0/17
nigritus (24) Negativo (23) 5/5 (100) 18/19 (94,7) 1/1 (100) 17/18 (94,4) 15/16 (93,7) 8/8 (100) 4/5 (80,0) 17/17(100)
Callithrix Positivo (0) 0/0 0/2 0/0 0/2 0/1 0/1 - -
jacchus (2) Negativo (2) 0/0 2/2 (100) 0/0 2/2 (100) 1/1 (100) 1/1 (100) - -
FONTE: O autor (2016).
NOTAS: A tabela apresenta a espécie de primata não humano, resultado do PCRc para hemoplasma, origem do animal, local de nascimento dos animais em 
cativeiro, sexo e frequência de anemia.
LEGENDA: PNH = Primata não humano; n’= número de animais positivos ou negativos para hemoplasma no PCR convencional; n = total de animais com a 
respectiva característica.
A média dos valores de PPT foi significativamente maior em bugios-pretos 
com resultado positivo para hemoplasma (8,6 g/dL, IC 95% = 8,3-8,9, p = 0,04), 
quando comparados a bugios-pretos não infectados (7,6 g/dL, IC 95% = 6,3-8,9). A 
média do VCM também foi significativamente maior em bugios-pretos infectados 
com hemoplasma (121,8 fL, IC 95% = 103,0-140,6, p = 0,04), quando comparados a 
bugios-pretos não infectados (89,8 fL, IC 95% = 57,9 -121,7).
Quatro bugios-pretos positivos para hemoplasma apresentaram número de 
hemácias abaixo da faixa de referência, mas a média dos valores não foi 
estatisticamente diferente entre animais com resultados positivos (3,64 x 106 
células/mm3, IC 95% = 3,05 x 106-4,22 x 106, 0,61) e negativos (3,84 x 106
células/mm3, IC 95% = 3,17 x 106-4,51 x 106) para hemoplasmas. Além disso, estes 
quatro animais apresentaram Ht e Hb normais ou elevados e VCM e HCM elevados, 
como apresentado na TABELA 2. O macaco-prego infectado com hemoplasma 
também estava com o número de hemácias reduzido e PPT elevada, mas Ht e Hb 
normais e VCM e HCM elevadas (TABELA 2).
TABELA 2 - DADOS HEMATOLÓGICOS REFERENTES AOS PRIMATAS NÃO HUMANOS COM 
ANEMIA E POSITIVOS PARA HEMOPLASMA









HEM (x106cel/mm3) 3,59 3,66 2,40 2,42 4,26
Valor de referência* 
(x106cel/mm3)
3,72-4,90 3,47-4,57 4,34-5,98
HT (%) 44 49 40 35 43
Valor de referência (%)* 30-44 32-41 39-47
Hemoglobina (g/dL) 11,57 15,58 13,40 11,86 15,19
Valor de referência (g/dL)* 10,04-13,96 9,05-12,41 12,24-16,78
VCM (fL) 123 134 167 145 101
Valor de referência (fL)* 72-102 81-98 73-97
HCM (pg) 32 43 56 49 36
Valor de referência (pg)* 25-31 23-29 23-32
CHCM (g/dL) 26 32 33 34 35
Valor de referência (g/dL)* 27-36 27-32 30-36
LEU (x103cel/mm3) 12,6 11,9 5,6 8,0 8,0
Valor de referência 
(x103cel/mm3)*
7,2-14,7 4,5-10,8
FONTE: O autor (2016).
LEGENDA: HEM = hemácias; HT = hematócrito; VCM = volume corpuscular médio; HCM = 
hemoglobina corpuscular média; CHCM = concentração de hemoglobina corpuscular 
média; LEU = leucócitos.
NOTAS: * Valores de referência segundo Flaiban et al. (2008) e Santos (2011).
Quando os parâmetros sanguíneos foram categorizados como diminuídos ou 
aumentados, os PNH com resultado positivo para hemoplasma foram 6,7 vezes 
mais propensos a terem níveis de PPT acima do intervalo de referência do que os 
PNH com resultado negativo (OR = 6,7, IC 95% = 1,3-35,0, = 0,04). Não houve
relação entre infecção por hemoplasma e alteração nos demais parâmetros 
avaliados (p > 0,05).
Quanto às análises moleculares, as duas sequências do gene 16S rRNA de 
Mycoplasma sp. detectadas em bugios-pretos (GenBank JQ897386 e KT824793) 
apresentaram, respectivamente, 93,6% e 94,2% de identidade com ‘Ca. M. kahanei’ 
detectado em um macaco-de-cheiro ( Ssciureus) da Guiana Francesa 
(GenBank AF338269) (NEIMARK et al., 2002a) e 93,6% e 94,8% de identidade, 
respectivamente, com ‘Ca. M. kahanei’ detectado em um macaco-de-cheiro ( 
sciureus) do norte do Brasil (GenBank KT314166) (BONATO et al., 2015). 
Infelizmente, apesar de repetidas tentativas, não foi obtido um bom resultado no 
sequenciamento da amostra do macaco-prego.
Na análise filogenética, duas árvores foram propostas, uma referente ao 
gênero Mycoplasma e outra que incluiu apenas sequências referentes ao grupo 
haemosuis. Para BI, quatro cadeias de Markov foram executadas durante 1.000.000 
ciclos para a árvore do gênero Mycoplasma e 500.000 ciclos para a árvore do grupo 
haemosuis. O modelo de substituição de nucleotídeos utilizado em ambas as 
análises, BI e ML, foi o GTR ( GeneralTime-Reversible model) (TAVARÉ, 1986) com 
variação gama, quatro categorias de taxa de substituição e uma proporção de sítios 
invariáveis.
O alinhamento do gênero Mycoplasma compreendeu 139 sequências de 
1154 caracteres, incluindo o grupo externo Acholeplasma laidlawii. As análises por 
BI e ML resultaram em árvores com topologia similar, formadas por cinco ciados 
principais: hominis, spiroplasma, pneumoniae, fastidiosum e hemoplasma. Este 
último foi dividido em dois ciados irmãos, denominados grupos haemosuis e 
haemofelis. Na árvore consenso (FIGURA 1), os ciados pneumoniae, spiroplasma e 
hominis foram colapsados na árvore editada e estão compostos por 12, 8 e 90 
sequências, respectivamente, correspondendo à linhagem-tipo de cada espécie que
compõe o respectivo grupo. Os valores de probabilidade posterior para BI e de 
bootstrap para ML foram apresentados em cada nó. Os hemoplasmas detectados 
em bugios-pretos e ‘Ca. M. kahanei’ foram divididos em dois ciados irmãos, com 
bom suporte filogenético (BI = 100%, ML = 100%), dentro do grupo haemosuis.
FIGURA 1 - ARVORE FILOGENETICA CONSENSO, 138 SEQUENCIAS DO GENE 16S rRNA DE 
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FONTE: O autor (2016).
NOTAS: Valores de suporte, probabilidade posterior Bl/bootstrap ML, estão indicados próximos aos 
nós. Os triângulos representam ciados que compreendem 12, 8 e 90 linhagens-tipo 
pertencentes aos grupos pneumoniae, spiroplasma e hominis, respectivamente. Os nomes 
das espécies e seus respectivos números de acesso no GenBank estão apresentados e as 
sequências detectadas nos bugios-pretos estão em negrito. Grupo externo: Acholeplasma 
laidlawii (GenBank U14905).
Para a construção da árvore referente ao grupo haemosuis, sequências 
adicionais deste grupo foram selecionadas e utilizadas em um alinhamento de 68 
sequências de 1110 caracteres, incluindo o grupo externo Mycoplasma pneumoniae. 
As árvores consenso das análises por BI e ML revelaram a mesma topologia. Assim 
como na representação anterior, as sequências de hemoplasmas dos bugios-pretos 
mostraram a mesma relação com ‘Ca. M. kahanei’ (BI = 100%, ML = 87%), como 
observado na FIGURA 2.
FIGURA 2 - ARVORE FILOGENÉTICA CONSENSO, 67 SEQUENCIAS DO GENE 16S rRNA DE 
HEMOPLASMAS DO GRUPO HAEMOSUIS, MÉTODO INFERÊNCIA BAYESIANA
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FONTE: O autor (2016).
NOTAS: Valores de suporte, probabilidade posterior Bl/bootstrap ML, estão indicados próximos aos 
nós. O nome das espécies, seu respectivo número de acesso no GenBank, hospedeiro e 
país de origem estão apresentados e as sequências detectadas nos bugios-pretos estão em 
negrito. Grupo externo: Mycoplasma pneumoniae (GenBank AF132740).
Ao ser aplicado o painel de PCRq, 9/14 (64,3%) amostras de bugios-pretos (4 
de vida livre e 5 de cativeiro) tiveram resultado positivo para ‘Ca. M. haemominutum’. 
A amostra de macaco-prego positiva no PCRc apresentou resultado negativo para 
as três espécies de micoplasma testadas no painel de PCRq. Todas as 40 amostras 
de PNH foram negativas para M. haemofelis, ‘Ca. M. turicensis’, Anaplasma spp., 
Babesia spp., Bartonella spp., Hepatozoon spp., Leishmania spp., N. risticii e R. 
rickettsii no PCRq.
3.2 QUATIS
Ambos os quatis foram considerados saudáveis ao exame físico. O quati 
fêmea pesava 8,02 kg e o macho pesava 4,88 kg. Não foram encontrados 
ectoparasitas. O valor de Ht do macho foi de 37% e da fêmea 32%, ambos dentro da 
faixa de referência para a espécie (29,8-38,2%) (LABATE; NUNES; GOMES, 2001).
Através da microscopia de luz foram observadas pequenas estruturas 
epieritrocíticas basófilas (coradas em roxo) em contraste aos eritrócitos acidófilos 
(corados em rosa). Essas estruturas apresentavam forma cocoide e estavam 
individualmente aderidas aos eritrócitos ou livres no esfregaço. Algumas hemácias 
apresentavam mais de uma estrutura por célula (FIGURA 3).
FIGURA 3 - EXTENSÕES SANGUÍNEAS DE QUATIS nasua)
FONTE: O autor (2016).
NOTAS: Pequenas estruturas basofílicas são observadas ligadas aos eritrócitos (setas). A: Amostra 
do quati fêmea. B: Amostra do quati macho. Coloração de May-Grünwald-Giemsa. 
Microscopia de luz (1,000X). Barra = 10 pm.
Na observação das extensões sanguíneas em sistema de imagem confocal 
(FIGURA 4), foi possível visualizar a autofluorescência do corante May-Grünwald- 
Giemsa em diferentes excitações e emissões de luz. Os eritrócitos foram revelados 
em verde (FIGURA 4C) e pequenas estruturas com ácido nucleico em azul 
(FIGURAS 4A e 4C). A imagem de DIC mostrou estruturas cocoides, medindo 
aproximadamente 0,4 pm de diâmetro (FIGURA 4B, setas), que correspondiam às 
imagens de ácido nucleico, como observado na sobreposição de imagens 
fluorescentes e DIC (FIGURA 4D e 5).
FIGURA 4 - IMAGEM CONFOCAL DA EXTENSÃO SANGUÍNEA DO QUATI FÊMEA
FONTE: O autor (2016).
NOTAS: Autofluorescência do corante May-Grünwald-Giemsa. A: Flemoplasmas observados 
mediante a autofluorescência do corante em azul. B: Imagem de contraste de interferência 
diferencial (DIC) mostrando estruturas cocoides de aproximadamente 0,4 pm de diâmetro 
(setas) ligadas aos eritrócitos. C: Imagem composta dos eritrócitos, detectados pela 
autofluorescência do corante em verde, e hemoplasmas, detectados em azul. D: Imagem 
composta das capturas fluorescentes e DIC. Barra = 5 pm.
FIGURA 5 - HEMOPLASMAS ADERIDOS A HEMÁCIAS DE QUATI EM IMAGEM DE MICROSCOPIA 
CONFOCAL
FONTE: O autor (2016).
NOTAS: Imagem da extensão sanguínea do quati fêmea, composta da autofluorescencia do corante 
May-Grünwald-Giemsa e contraste de interferência diferencial (DIC). Hemoplasmas
observados em azul, hemácias em verde. Barra = 5 pm.
As estruturas epicelulares também foram observadas na amostra de quati 
fêmea utilizando MEV. As estruturas possuíam diâmetro de 0,2-0,4 pm (FIGURA 6)
e um organismo foi observado em provável fissão binária (FIGURA 6B).
FIGURA 6 - IMAGEM DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) DE AMOSTRA DE 
SANGUE DO QUATI FÊMEA.
FONTE: O autor (2016).
NOTAS: A: Estruturas de aproximadamente 0,3 pm de diâmetro ligadas à hemácia (setas). Barra =3 
pm. B: Um organismo possivelmente em fissão binária (ponta de seta). Barra = 1 pm.
Utilizando PCRq, ambos quatis apresentaram resultados positivos para 
Mycoplasma haemofelis (Mhf) e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ (CMt), com 
valores de Ct ( threshold cycle) de 35,32 (Mhf) e 33,73 (CMt) para o quati fêmea e 
30,52 (Mhf) e 39,56 (CMt) para o quati macho. As amostras foram negativas para 
todos os outros patógenos testados.
Os resultados também foram positivos para hemoplasma usando PCRc. O 
produto amplificado da amostra do quati fêmea foi sequenciado em ambas as 
direções, senso e antisenso, obtendo-se uma sequência consenso de 1.329 pb 
(GenBank KU554425). O produto amplificado da amostra do quati macho foi 
sequenciado com sucesso apenas na direção antisenso e gerou um fragmento de 
488 pb (GenBank KU554426).
A sequência encontrada no sangue do quati fêmea (KU554425) apresentou 
96,8% e 95,9% de identidade com sequências do gene 16S rRNA de Mycoplasma 
spp. encontradas no sangue de capivaras ( hydrochaeris) (GenBank
FJ667773 e FJ667774, respectivamente); 93,0% (GenBank KC863983) e 92,8% 
(GenBank KJ739311) de identidade com sequências do gene 16S rRNA de 
Mycoplasma spp. obtidos em sangue de roedores da Hungria ( minutus e
Rattus norvegicus, respectivamente); e 91,3% de identidade com sequência do gene 
16S rRNA de CMt de um gato da Suíça (GenBank AY831867).
A sequência de 488 pb detectada no sangue do quati macho (KU554426) 
mostrou 100% de identidade com uma sequência do gene 16S rRNA de 
Mycoplasma sp. encontrada no sangue de guaxinins ( lotor) dos Estados
Unidos (GenBank KF743735) e 99,6% de identidade com uma sequência do gene 
16S rRNA de Mhf detectada em um leão ( leo) da Tanzânia (GenBank
DQ825451). Um alto percentual de identidade (99%) também foi observado com 
muitas sequências do gene 16S rRNA de M. haemofelis amplificadas de gatos 
domésticos e outros felinos.
As relações filogenéticas entre as sequências detectadas nas amostras de 
sangue dos quatis e outros hemoplasmas previamente identificados são 
apresentadas na FIGURA 7. As árvores consenso obtidas utilizando os métodos BI e 
ML revelaram as mesmas relações filogenéticas entre os ciados, com bom suporte. 
Ambas as sequências foram posicionadas no grupo haemofelis. A sequência 
KU554425 do quati fêmea formou um ciado basal, bem suportado (BI = 100% e ML 
= 100%), às sequências de Mycoplasma spp. detectadas em capivaras do Brasil
(FJ667773 e FJ667774). A sequência KU554426 do quati macho foi inserido no 
ciado M. haemofelis / M. haemocanis, espécies que tem o gene 16S rRNA muito 
semelhante (identidade >99%) (BIRKENHEUER et al., 2002), com valores de 
suporte BI e ML igual 100%.
FIGURA 7 - ÁRVORE FILOGENÉTICA CONSENSO, 44 SEQUÊNCIAS DO GENE 16S rRNA DE 
HEMOPLASMAS, MÉTODO INFERÊNCIA BAYESIANA
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FONTE: O autor (2016).
NOTAS. Valores de suporte de probabilidade posterior Bl/bootstrap ML >70% estão indicados 
próximos aos nós. O nome das espécies, seu respectivo número de acesso no GenBank, 
hospedeiro e país de origem estão apresentados e as sequências detectadas nos quatis 
estão em negrito. Grupo externo: Acholeplasma GenBank U14905).
4 DISCUSSÃO
Hemoplasmas já foram detectados por métodos moleculares em várias 
espécies de primatas não humanos, incluindo ‘Candidatus Mycoplasma kahanei’ em 
macacos-de-cheiro ( Saimiri sciureus) (NEIMARK et al., 2002a; BONATO et al., 
2015); ‘Candidatus Mycoplasma aoti’ em macacos-da-noite ( trivirgatus) 
(BARKER et al., 2011); ‘Candidatus Mycoplasma haemomacaque’ em macacos 
cynomolgus ( Macacafascicularis) (MAGGI et al., 2013c) e macacos japoneses
(,Macaca fuscata) (SASHIDA et al., 2014); e Mycoplasma sp. em macacos-prego 
(■Sapajus apella) e saguis-una ( Saguinusmidas niger) (BONATO et al., 2015). No 
Brasil, Mycoplasma spp. foi detectado em bugio-preto ( caraya) (SANTOS et
al., 2013), macacos-prego ( Sapajus sp.) e em saguis-una ( midas niger) 
(BONATO et al., 2015). ‘Ca. M. kahanei’ também foi encontrado em macacos-de- 
cheiro ( Saimiri sciureus) do Brasil (BONATO et al., 2015).
No presente estudo, mais da metade dos bugios-pretos de cativeiro e de 
vida livre estavam infectados com Mycoplasma sp., relatado anteriormente em um 
único bugio-preto (SANTOS et al., 2013). O fato de haver muitas regiões homologas 
entre a sequência do novo Mycoplasma sp. e ‘Ca. M. haemominutum’ explica o 
resultado positivo para ‘Ca. M. haemominutum’ em bugios-pretos por PCRq, que 
provavelmente amplificou uma dessas regiões semelhantes. A espécie ‘Ca. M. 
haemominutum’ não foi detectada por PCRc. Todas as amostras classificadas como 
positivas por microscopia (8/40) foram positivas para hemoplasma na PCR, 
entretanto, como esperado, a PCR foi mais sensível (10/40).
Todos os bugios-pretos machos foram positivos para hemoplasma, 
independentemente de serem de vida livre ou de cativeiro. Estudos anteriores com 
gatos também mostraram que a infecção por hemoplasma estava associada ao sexo 
masculino, possivelmente devido à transmissão por interações agressivas entre os 
animais (TASKER et al., 2004; WILLI et al., 2006a; ROURA et al., 2010).
Todos os bugios-pretos de vida livre também tiveram resultado positivo para 
hemoplasma, contudo a predisposição à infeção não foi estatisticamente diferente 
entre bugios-pretos de vida livre e de cativeiro. Porém, ao agruparem-se as espécies 
e os indivíduos serem classificados conforme o seu local de nascimento, os PNH 
provenientes de vida livre foram mais susceptíveis a serem infectados por 
hemoplasma do que os PNH nascidos em cativeiro. A associação entre infecção por
hemoplasma e a procedência de vida livre foi relatada em um estudo com felídeos 
selvagens de três continentes (WILLI et al., 2007b) e com capivaras do Brasil 
(VIEIRA et al., 2009). Segundo Willi et al. (2007b), interações agressivas com outros 
animais e a maior exposição a vetores artrópodes podem explicar a causa pela qual 
animais de vida livre tem maior risco a infecção por hemoplasma quando 
comparados com animais em cativeiro. Já em outro estudo, realizado em um centro 
de pesquisa de primatas, ficou demonstrado que macacas nemestrinas ( 
nemestrina) oriundas de vida livre eram mais afetadas por fatores de estresse que 
aquelas nascidas em cativeiro (CROCKETT; SHIMOJI; BOWDEN, 2000; HA; 
ROBINETTE; DAVIS, 2000). Para Cohen et al. (1992), o estresse crônico pode ter 
um papel importante na redução da resposta imune, o que pode explicar o aumento 
da susceptibilidade a infecções observado no presente estudo.
Referente aos parâmetros sanguíneos, PNH infectados apresentaram 
aumento da concentração de PPT. Além disso, a concentração média de PPT foi 
significativamente maior em bugios-pretos infectados do que em não infectados. De 
forma semelhante, a concentração de proteína sérica total estava aumentada em 
gatos da África do Sul infectados com ‘Ca. M. turicensis’ (WILLI et al., 2006a). 
Segundo Harvey (2012), a elevação da concentração de PPT pode estar relacionada 
com um quadro crônico de infecção. A média dos valores de VCM, também estava 
significativamente mais elevada em bugios-pretos infectados quando comparados 
com bugios-pretos não infectados. Este fato também foi observado em gatos com 
teste positivo para ‘Ca. M. haemominutum’ ou M. e pode ser sugestivo de
um processo regenerativo medular eritrocitário em resposta à hemólise promovida 
pelo hemoplasma (SYKES et al., 2008).
Outros parâmetros testados como Hem, Ht, Hb, Leu, HCM e CHCM, não 
apresentaram valores estatisticamente diferentes entre animais com resultados 
positivos e negativos para hemoplasma. Também não houve associação entre 
anemia e infecção. Entretanto, quatro bugios-pretos infectados com hemoplasma 
apresentaram número de hemácias reduzido, com Ht e Hb normais ou elevados, 
devido a uma possível macrocitose. Gatos infectados com ‘Ca. M. turicensis’ 
apresentaram valores de Ht significativamente diminuídos somente quando 
coinfectados com ‘Ca. M. haemominutum’ ou M. haemofelis, conforme estudo do 
Reino Unido, Austrália e África do Sul (WILLI et al., 2006a). Em pesquisa sobre 
hemoplasmose em macacos-de-cheiro infectados com ‘Ca. M. kahanei’, alguns
animais desenvolveram anemia leve apenas ao serem submetidos à esplenectomia. 
Apesar da bacteremia significativa, esses macacos apresentaram apenas 
monocitose e eritrofagocitose, não manifestando outros sinais clínicos de doença. 
Alguns animais do grupo não desenvolveram anemia nem mesmo após 
esplenectomia (CONTAMIN; MICHEL, 1999; NEIMARK et al., 2002a). Em outro 
estudo, com macacos cynomolgus de um centro de pesquisa infectados por ‘Ca. M. 
haemomacaque’, não foram observadas alterações hematológicas e bioquímicas 
nos animais (MAGGI et al., 2013c). A mesma espécie de hemoplasma foi 
encontrada em macacos japoneses selvagens aparentemente saudáveis, porém 
nesse trabalho não foram apresentados dados hematológicos ou bioquímicos 
(SASHIDA et al., 2014). Na presente pesquisa, observou-se uma diminuição da 
contagem de eritrócitos do macaco-prego infectado, não sendo possível, porém, 
relacioná-la com a infecção por hemoplasma. Em seres humanos, já foram 
identificadas as espécies M. suis (YUAN et al., 2009), M. ovis (SYKES et al., 2010; 
MAGGI et al., 2013b), ‘Ca. M. haemohominis’ (STEER et al., 2011) e ‘Ca. M. 
haematoparvum’ (MAGGI et al., 2013a, 2013b). A anemia hemolítica ocorreu apenas 
no caso de infecção por ‘Ca. M. haemohominis’, cujo paciente também apresentou 
pirexia e neutropenia (STEER et al., 2011). Dessa forma, em relação à anemia, 
algumas espécies de hemoplasma parecem não causá-la (WILLI et al., 2006a; 
WENGI et al., 2008; ROURA et al., 2010), provocando apenas uma infecção crônica 
subclínica, sendo aquela somente desencadeada na presença de coinfecções ou 
por um estado de imunossupressão (WILLI et al., 2006a, 2007a; BARKER; SYKES, 
2010; TASKER, 2010; TASKER, 2013).
Relativo a infecções crônicas por hemoplasma, há relatos de que estas 
podem diminuir a eficiência reprodutiva de animais de produção, como suínos e 
bovinos (MESSICK, 2004). Nesse sentido, estudos devem ser realizados para 
investigar o impacto desses microrganismos na reprodução de animais silvestres, 
especialmente em relação a espécies ameaçadas. O estado de conservação 
mundial das espécies Alouatta caraya e Sapajus nigritus, segundo a Lista Vermelha 
de Espécies Ameaçadas da IUCN ( International Union for Conservation é
descrito como pouco preocupante e quase ameaçada de extinção, respectivamente, 
e ambas as populações estão em declínio (FERNANDEZ-DUQUE; WALLACE; 
RYLANDS, 2008; KIERULFF; MENDES; RYLANDS, 2015). No Brasil, algumas 
espécies do gênero Sapajus e Alouatta são consideradas ameaçadas de extinção,
estando a espécie Alouatta guariba guariba em perigo crítico (INSTITUTO CHICO 
MENDES DE CONSERVAÇÃO DA BIODIVERSIDADE, 2014).
No presente estudo, nenhum dos saguis estava infectado com hemoplasma. 
Resultados negativos também foram observados na avaliação de amostras de nove 
saguis de um Centro de Triagem de Animais Selvagens do nordeste do Brasil 
(BONATO et al., 2015).
A dificuldade em se obter um bom resultado no sequenciamento da amostra 
do macaco-prego pode ter ocorrido devido a uma baixa carga bacteriana, uma vez 
que a intensidade da banda obtida com o PCRc era fraca. Macacos do mesmo 
gênero, Sapajus apella, capturados no nordeste do Brasil, estavam infectados com 
Mycoplasma sp., cujas sequências mostraram 95-97% de identidade com ‘Ca. M. 
haemomacaque’ (BONATO et al., 2015). Dados clínicos e laboratoriais desses 
animais não foram relatados pelos autores.
As estruturas das árvores geradas nas análises filogenéticas foram 
semelhantes à de outros trabalhos, no que se refere às relações entre as 
sequências 16S rRNA de hemoplasmas e de outros grupos de Mycoplasma já 
publicadas (JOHANSSON et al., 1999; NEIMARK et al., 2001; PETERS et al., 2008).
No caso do hemoplasma identificado em bugio-preto, ambas as árvores, 
seja a referente ao gênero Mycoplasma ou ao grupo haemosuis, exibiram uma 
separação evidente entre a sequência em estudo e ‘Ca. M. kahanei’, de macaco-de- 
cheiro. Além da visível distinção entre essas sequências na análise filogenética e de 
terem sido identificadas em diferentes hospedeiros, estes eram, inclusive, de 
diferentes localidades. A espécie ‘Ca. M. kahanei’ foi descrita em hospedeiro 
proveniente da região amazônica (JQ897388, AF338269, KT314166, KT314165) 
(NEIMARK et al., 2002a; BONATO et al., 2015), enquanto que o hemoplasma aqui 
relatado é originário de bugio-preto da região de mata atlântica do sul do Brasil.
Ainda referente à relação filogenética, no que concerne a hemoplasmas 
encontrados em PNH, as sequências de Mycoplasma sp. identificadas em bugio- 
preto e ‘Ca. M. kahanei’ estão localizadas no grupo haemosuis, enquanto que ‘Ca. 
M. haemomacaque’, detectada em Macaca fuscata (SASHIDA et al., 2014) e em 
Macaca fascicularis (MAGGI et al., 2013c); e Mycoplasma sp. detectado em Sapajus 
apella (BONATO et al., 2015), são membros do grupo haemofelis. Duas sequências 
de ‘Ca. M. aoti’ oriundas de macacos-da-noite (BARKER et al., 2011) disponíveis no 
GenBank não foram incluídas na análise filogenética devido ao seu comprimento
curto (100 pb e 70 pb) e a sequência 16S rRNA de hemoplasma detectado em 
Saguinus midas niger (BONATO et al., 2015) não estava disponível no GenBank 
para inclusão no estudo. O hemoplasma detectado em ser humano, 'Ca. M. 
haemohominis’, (STEER et al., 2011) está localizado no grupo haemofelis.
O presente estudo também descreve por primeira vez evidências de 
infecção por hemoplasma em quatis da espécie Nasua nasua (Carnivora, 
Procyonidae). Em um estudo prévio, Mycoplasma sp. foi detectado em amostras de 
sangue de vinte quatis-de-nariz-branco ( Nnarica) da Costa Rica, cujo maior 
percentual de identidade (82,8%) se deu com Mycoplasma haemolamae, conforme 
relatado pelos autores (MEHRKENS et al., 2013). Infelizmente, a sequência do gene 
16S rRNA não estava disponível na base de dados GenBank para comparação e 
inclusão na análise filogenética.
As análises das sequências do gene 16S rRNA mostraram duas espécies de 
hemoplasmas diferentes infectando os quatis do RBV.
Uma das sequências (KU554425), detectada no quati fêmea, mostrou maior 
semelhança com hemoplasmas encontrados em capivaras da mesma região 
(VIEIRA et al., 2009), apresentando 96,8% e 95,9% de identidade com as 
sequências encontradas (FJ667773 e FJ667774, respectivamente). Um percentual 
inferior a 97% de similaridade entre as sequências do gene 16S rRNA de duas 
bactérias sugere que as mesmas pertençam a diferentes espécies, porém faz-se 
necessária uma caracterização adicional utilizando sequências menos conservadas 
para confirmar esta hipótese, como por exemplo os genes rpoB, 23S rRNA e 
sequência ITS (DRANCOURT; RAOULT, 2005). O resultado da análise filogenética 
confirmou a estreita relação do hemoplasma identificado no quati fêmea com os 
hemoplasmas detectados em capivaras. Ademais, o posicionamento das sequências 
em ciados diferentes da árvore filogenética corrobora com a hipótese de 
diferenciação das espécies.
Apesar de quatis e capivaras pertencerem a diferentes ordens (Carnivora e 
Rodentia, respectivamente) e diferirem em suas ecologias e comportamento, estes 
animais podem estar expostos aos mesmos vetores, por habitarem a mesma região. 
Quanto à anemia, algumas das capivaras infectadas com hemoplasma 
apresentavam essa condição (VIEIRA et al., 2009), enquanto que o quati fêmea não 
mostrou sinais clínicos de doença e seu valor de Ht estava normal.
A segunda sequência, obtida da amostra do quati macho (GenBank
KU554426), revelou 100% de identidade com Mycoplasma sp. encontrado em 
sangue de guaxinins da América do Norte, também membros da família 
Procyonidae, como os quatis. A sequência apresentou identidade acima de 99% 
com diversas sequências do gene 16S rRNA de Mhf depositadas no GenBank. As 
amostras de ambos os quatis tiveram resultado positivo para Mhf no PCRq. 
Contudo, no sequenciamento, Mhf foi obtido apenas na amostra do quati macho. 
Análises de genes adicionais poderiam revelar se o hemoplasma encontrado no 
quati macho de fato seria Mhf ou outra espécie semelhante, como é o caso de Mhf e 
Mycoplasma haemocanis, os quais possuem o gene 16S rRNA idênticos, porém
diferem na sequência do gene RNase P, na morfologia e nas espécies hospedeiras 
(BIRKENHEUER et al., 2002).
Frequentemente associada à anemia hemolítica, a espécie Mycoplasma 
haemofelis é considerada, dentre os hemoplasmas, a mais patogênica para gatos 
(SYKES, 2010; TASKER, 2010). Esse quadro não foi observado no quati macho, 
cujo Ht estava normal e não apresentava sinais clínicos de anemia. A infecção por 
Mhf já foi relatada também em uma pessoa HIV positivo que apresentava vários 
arranhões e mordidas de gatos e cujos animais também eram positivos para Mhf 
(DOS SANTOS et al., 2008). Dessa forma, suspeita-se que Mhf possa ter um maior 
potencial zoonótico por ser um patógeno com menor especificidade de hospedeiro.
Os quatis são mamíferos onívoros, sociáveis e amplamente distribuídos na 
América do Sul (GOMPPER; DECKER, 1998). Esses animais têm hábitos que 
favorecem sua exposição a carrapatos, tais como, a busca por alimentos em 
comedouros e lixeiras junto com outros animais; a procura de carrapatos no corpo 
de outros mamíferos; e a prática de escavar o solo em busca de presas (SAZIMA, 
2010), o que aumenta a probabilidade de infecções transmitidas por esses vetores. 
De fato, patógenos transmitidos por vetores já foram relatados em quatis das 
espécies Nasua nasua (LAINSON et al., 1989; RODRIGUES; DAEMON; MASSARD, 
2007; HERRERA et al., 2008; ALVES et al., 2011) e Nasua narica (MEHRKENS et 
al., 2013), incluindo Trypanosoma cruzi, do qual são um importante reservatório 
(HERRERA et al., 2008). Por circularem por ambientes peridomiciliares e 
apresentarem comportamento sinantrópico e destemido em relação a seres 
humanos e a animais domésticos (BITTNER et al., 2010; MEHRKENS et al., 2013), 
o contato com esses animais é frequente, podendo ocorrer inclusive casos de 
ataque a pessoas (BITTNER et al., 2010). Este fato é preocupante para a saúde
pública, pois os quatis podem atuar como potenciais reservatórios para vetores e 
patógenos.
A transmissão dos hemoplasmas pode ocorrer através do contato agressivo 
entre animais, além da via indireta, por meio de vetores artrópodes (WILLI et al., 
2007c; LAPPIN et al., 2008; MUSEUX et al., 2009). Considerando o convívio de 
quatis com outros animais selvagens e domésticos, e a ocorrência de eventuais 
contatos com seres humanos (HERRERA et al., 2008; BITTNER et al., 2010; 
MEHRKENS et al., 2013), sugere-se a investigação de seu papel na transmissão de 
hemoplasmas. No Refúgio Biológico de Bela Vista, local da amostragem, já foram 
vistos gatos domésticos provenientes de casas e propriedades agrícolas próximas. 
Por tratar-se de parte integrante de um corredor de biodiversidade, felinos selvagens 
regionais, quatis, capivaras, cervídeos e outros animais de vida livre também já 
foram observados em áreas próximas. Esse ambiente, associado à presença de 
vetores, pode facilitar a infecção e transmissão entre espécies.
Os quatis analisados no estudo apresentaram resultados negativos para 
todos os outros patógenos transmitidos por vetores testados no PCRq e embora CMt 
tenha sido detectado em ambos quatis utilizando PCRq, a presença dessa espécie 
não pôde ser confirmada pelo PCRc e sequenciamento.
Mediante a utilização de três técnicas diferentes de microscopia 
(microscopia de luz convencional, microscopia confocal e MEV) foram observadas, 
nas amostras de sangue dos quatis, pequenas estruturas cocoides aderidas à 
superfície dos eritrócitos, como descrito anteriormente para outras espécies de 
hemoplasma (MAEDE; SONODA, 1975; FOLEY; PEDERSEN, 2001; NEIMARK et 
al., 2002a; SYKES et al., 2005; WILLI et al., 2011; DO NASCIMENTO et al., 2014). 
Na amostra do quati fêmea, as estruturas epieritrocíticas se assemelharam a 
hemoplasmas de tamanho menor como ‘Ca. M. haemominutum’ (FOLEY; 
PEDERSEN, 2001; WILLI et al., 2011), CMt (WILLI et al., 2011), ‘Ca. M. 
haematoparvum’ (SYKES et al., 2005) e ‘Ca. M. kahanei’ (NEIMARK et al., 2002a), 
conforme observado nas imagens de confocal e de MEV. A utilização da 
microscopia confocal e eletrônica possibilita uma melhor compreensão das relações 
patógeno-hospedeiro, pois fornecem maiores detalhes morfológicos e morfométricos 
quando comparados com a microscopia de luz (NEIMARK et al., 2002a; GROEBEL 
et al., 2009; WILLI et al., 2011; DO NASCIMENTO et al., 2014).
Em relação ao método de identificação dos hemoplasmas, o gene 16S rRNA
tem sido o marcador molecular mais utilizado (NEIMARK; KOCAN, 1997; RIKIHISA 
et al., 1997; NEIMARK et al., 2001, 2002a), mas outros genes menos conservados 
podem esclarecer e auxiliar na caracterização molecular e taxonômica dos mesmos 
(TASKER et al., 2003; DRANCOURT; RAOULT, 2005; PETERS et al., 2008; HICKS 
et al., 2014). Contudo, poucas espécies de micoplasma possuem outras sequências 
disponíveis em bancos de dados de nucleotídeos, como o GenBank, para serem 
utilizadas na filogenia. Além disso, o crescente acesso a técnicas moleculares e de 
sequenciamento de DNA, associado à falta de treinamento para análise dos 
resultados, favorecem o depósito de sequências incorretas e conclusões errôneas 
(LAL; LAL, 2011), o que demonstra a necessidade de revisão deste grupo, tão 
ubíquo.
As análises realizadas mostraram a presença de diferentes espécies de 
hemoplasmas em animais que compartilhavam o mesmo ambiente, apesar de terem 
hábitos diferentes. Dessa forma, além da necessidade de métodos de diagnósticos 
padronizados, é imprescindível o estudo das formas de transmissão dos 
hemoplasmas para que mecanismos de prevenção possam ser estabelecidos.
Como infecções crônicas por hemoplasmas podem ter alguma relação com 
a diminuição da eficiência reprodutiva em alguns animais (MESSICK, 2004), é 
importante investigar também o impacto desses microrganismos para animais 
silvestres em refúgios, reservas ecológicas e criadouro de animais selvagens, 
especialmente aquelas espécies consideradas vulneráveis ou em risco de extinção. 
Além disso, deve-se considerar o potencial risco de transmissão entre diferentes 
espécies de animais silvestres, domésticos e para seres humanos.
5 CONSIDERAÇÕES FINAIS
No presente trabalho, verificou-se a ocorrência de micoplasmas 
hemotrópicos em mamíferos da área de preservação da Usina Hidrelétrica de Itaipu 
destacando-se os seguintes resultados:
a) Mediante a utilização de técnicas moleculares e de microscopia foram 
encontradas evidências de infecção por micoplasmas hemotrópicos em 
bugio-preto ( Alouatta caraya), macaco-prego ( nigritus) e quati
( Nasua nasua)]
b) Nenhum animal apresentou resultado positivo para os outros 
microrganismos testados ( Anapl spp., Babesia spp., Hepatozoon 
spp., Leishmania spp., Neorickettsia risticii, rickettsii e
Bartonella spp.);
c) Dos PNH avaliados, a espécie bugio-preto ( caraya) foi a mais 
propensa a apresentar resultado positivo para hemoplasma, com maior 
incidência nos machos e nos animais provenientes de vida livre;
d) Em PNH, a infecção por hemoplasma não estava associada com 
anemia, mas sim com valores aumentados de proteína plasmática total e 
volume corpuscular médio;
e) Os saguis apresentaram resultados negativos para todos os patógenos 
testados;
f) Os quatis infectados estavam sadios e não apresentaram alterações nos 
valores de hematócrito;
g) A espécie de hemoplasma encontrada em bugio-preto ( caraya) 
pertence ao grupo haemosuis e apresentou maior identidade com a 
espécie ‘Ca. M. kahanei’, pela análise do gene 16S rRNA, sendo uma 
provável nova espécie;
h) Duas espécies foram identificadas nos quatis ( nasua), 
Mycoplasma haemofelis e uma possível nova espécie de hemoplasma, 
ambas pertencentes ao grupo haemofelis.
Os resultados do estudo foram apresentados em dois artigos publicados no 
periódico internacional Comparative Immunology, Microbiology & Infectious
Diseases, ISSN: 0147-9571 (ANEXO 2 e 3).
As conclusões deste trabalho não representam a opinião da Usina 
Hidrelétrica de Itaipu.
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Wild mam m al 
M onkey
Hemoplasmas, the erythrocyte-associated mycoplasmas, have been detected in several primates, causing mostly 
subclinical infection. This study aimed to determine the prevalence o f hemoplasma infection in captive and free- 
ranging monkeys from southern Brazil, as well as factors and hematological abnormalities associated with 
infection. Blood samples from 40 non-human primates (NHP) were tested for hemoplasmas and coinfections. An 
overall o f 1 0 /4 0  (25.0%) NHP tested positive for hemoplasmas using PCR-based assays, including 9 /1 4  (64.3%) 
black howler monkeys (Alouatta caraya) and 1 /2 4  (4.2%) black-homed capuchin (Sapajus nigritus). Infection was 
not statistically associated with anemia, but wild-born monkeys and male black howler monkeys were more 
likely to be positive when compared with captive-born animals and female black howler monkeys, respectively. 
The sequences from the black howler monkey hemoplasma were similar (94% identity) to the squirrel monkey 
hemoplasma (“Candidatus Mycoplasma kahanei”) and were phylogenetically located in a different cluster when 
compared to the human hemoplasma (“Candidatus Mycoplasma haemohominis”).
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Wild m ammal 
Mycoplasma haemofelis
A B S T R A C T
Hemoplasmas were detected in two apparently healthy captive South American coatis (Nasua nasua) from 
southern Brazil during an investigation for vector-borne pathogens. Blood was subjected to packed cell volum e 
(PCV) determination, a commercial real-time PCR panel for the detection o f Anaplasma spp., Babesia spp., 
Bartonella spp., Hepatozoon spp., Leishmania spp., Mycoplasma haemofelis, 'Candidatus Mycoplasma turicensis’, 
'Candidatus Mycoplasma haemom inutum’, Neorickettsia risticii, Rickettsia rickettsii and Leptospira spp., and a pan- 
hemoplasma conventional PCR assay. PCV was normal, but both coatis tested positive for hemoplasmas and 
negative for all the remaining pathogens tested. Using different techniques for microscopy (light, confocal or 
SEM), structures com patible with hemoplasmas were identified. Sequencing o f the 16S rRNA gene identified an 
organism resembling Mycoplasma haemofelis and another hemotropic Mycoplasma sp., with a sequence identity of 
96.8%  to a Mycoplasma sp. previously detected in capybaras.
